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Establishment and characterization of an embryo cell line of Bombyx mori] 


BmE-SWUZ2 

PAN Min-Hui[] CHEN Min[] DING Yu-Bin[] HONG Xi-Jun[] LU Cheng T] Key Sericultural Laboratory of 
Agriculture Ministry[] College of Sericulture апа Biotechnology[] Southwest University[] Chongqing 400716[] 
Chinal] 

Abstract[] An embryo cell line of Bombyx тогі named BmE-SWU2[] was established after one year primary 
culture. The cells are relatively single[] short shuttle-like or round[] and very small in shape. The cell line 
belongs to adhesive-type epithelium. The cell doubling time was 51.8 h. The ratio of duple cells was 
89.76%. Thus[] the cell line belongs to duple cell line. The chromosomes of BmE-SWU2 was typical of 
Lepidoptera[] namely the chromosomes in metaphase were short pole-like or granule-like and the centromeres 


dispersed-type. BmE-SWU2 was more sensitive to BmNPV. The 50% tissue culture infection dosd] TCID; П 
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was 1.581 x 107. 
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表 1 家 和 看 胚 胎 组 织 原 代 培 养 中 各 种 分 化 组 织 或 细胞 的 比较 
Table 1 Comparison of various differentiated tissues and cells in primer culture of embryo tissues of Bombyx mori 
£ пі D У f р 
i-i m 出 现 的 时 间 维持 时 间 细胞 形态 细胞 类 型 细胞 直径 增殖 时 间 
issues Time of Holding out Cell sh Cell t Cell diameter Proliferating 
or cells appearance (d) time (d) IURE 人 (um) time 
类 卵泡 细胞 圆 球 形 ,泡沫 状 Eras] 
Follicular-cell-like ° em Pelleted, foam-like Suspending 300 4 
网 状 组 织 10 sfiso 细 长 梭 形 贴 附 型 2~5( 短 径 ) 
Reticulum Vimineous shuttles Attachment (Short diameter) Р 
类 根瘤 状 组 织 圆 球形 贴 附 型 长 
Root-nodule-like tissue 12 "360 Pelleted Attachment d Long 
管道 状 组 织 20 5:380. BUE 贴 附 型 5~ 10( 短 径 ) 较 长 
Conduit tissue Shuttle-shaped Attachment (Short diameter) Relatively long 
成 纤维 细胞 50 cap 长 梭 形 贴 附 型 6~ 10( 短 径 ) 短 
Fibrous cell Long shuttle-shaped Attachment (Short diameter) Short 
类 脂肪 组 织 不 规则 泡沫 状 贴 附 型 较 长 
Fat-like tissue o p" Irregular foams Attachment 10594 Relatively long 
豆芽 状 细胞 泡 状 ,有 柄 悬浮 型 
Bean sprout cell m P Bubbles with handles Suspending tori : 
盔甲 状 组 织 60 <60 р zx f l JÉ 贴 附 型 тои 较 短 
Corselet tissue Pellet or oval Attachment Relatively short 
薄膜 状 组 织 ， 60 «50 长 梭 形 贴 附 型 2~5( 短 径 ) 短 
Membrane-like tissue Long shuttle Attachment (Short diameter) Short 
上 皮 型 细胞 多 角形 贴 附 型 短 
Epithelial tissue ЩИ se) Polygonal Attachment se Short 
Ae apanan * F sç 细 长 榨 形 贴 附 型 2 - 5( 短 径 ) 
Ligament-like tissue Vimineous shuttles Attachment (Short diameter) 


“?” 表 示 其 是 否 具有 增殖 能 力 有 待 进一步 确定 。 


"^?" signifies whether the respective cells or tissues have the abilities to proliferate is yet to be confirmed. 


2.1.2 细胞 系 BmE-SWU2 的 建立 : 在 12-010( $ ) x 
p98C ZA) KI F, 代 胚 胎 组 织 接 种 后 约 150 天 时 ,在 一 
类 致密 的 类 根瘤 状 组 织 周 围 延 伸 出 大 量 小 细胞 ,这 
些小 细胞 以 短 梭 形 和 圆 形 为 主 , 贴 壁 生长 ,数量 增加 
的 速度 明显 大 于 以 往 出 现 的 细胞 群体 。 约 15 天 就 
铺 满 了 整个 瓶 底 , 此 时 对 其 进行 传代 ,传代 后 的 细胞 
均 大 部 分 贴 壁 生长 ,并 且 数 量 增加 明显 。 最 初 在 15 
~20 天 可 传代 一 次 ,后 来 传代 时 间 间 隔 逐 渐 缩 短 ， 
在 第 7 代 以 后 细胞 生长 基本 趋 于 稳定 ,一 般 传 代 后 
4~7 天 就 可 再 次 传代 。 从 接种 组 织 至 今 ,已 历时 26 
个 月 ,传代 细胞 能 稳定 生长 繁殖 ,可 定 为 细胞 系 。 因 
其 是 西南 大 学 建立 的 第 二 个 家 乔 胚 胎 细胞 系 ,将 其 
命名 为 西南 大 学 第 2 号 家 看 胚胎 细胞 系 ( Embryonic 
cell line 2 of Bombyx mori-Southwest University, 简称 
BmE-SWU2) 。 

2.1.3 BmE-SWU2 的 细胞 形态 : BmE-SWU2 细胞 系 


的 细胞 形态 比较 一 致 ,主要 以 短 梭 形 和 圆 形 为 主 , 细 
胞 较 小 , 短 径 仅 2 ~ 5 pum, 长 径 4 ~ 10 um; 细胞 呈 
扁平 状 , 相 互 衔接 紧密 排列 , 呈 "“ 铺 路 石 样 *, 具 有 体 
外 培养 的 上 皮 型 细胞 特征 , 属 上 皮 型 贴 壁 生长 细胞 
ACE 1)。 细 胞 铺 平 率 达 80% 以 上 。 





图 1 BmE-SWU2 的 细胞 形态 (250 倍 ) 
Fig. 1 Cell shape of BmE-SWU2 (250 x ) 
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2.2 BmE-SWU2 细胞 系 的 生长 曲线 和 群体 倍增 时 
间 

取 浓 度 为 2.25 x 10 个 细胞 /mL 的 第 15 代 处 于 
对 数 生长 期 的 细胞 ,接种 于 24 孔 培 养 板 中 (1.2 mL/ 
孔 )。 每 隔 24 h 随机 抽取 3 和 孔 进行 计数 , 取 其 平均 
值 绘 出 生长 曲线 (图 2)。 并 按 Hayflick 法 计算 出 的 
BmE-SWU2 细胞 系 的 群体 倍增 时 间 为 51.8 h。 

BmE-SWU2 细胞 系 从 接种 到 细胞 铺 满 瓶 底部 的 
生长 分 为 4 个 阶段 : (1) 在 接种 后 48 h 内 为 适应 期 ， 
是 细胞 进入 新 环境 后 的 适应 阶段 。 此 时 由 于 传代 时 
损伤 严重 的 细胞 死亡 而 导致 细胞 数量 下 降 , 但 24 h 
后 细胞 开始 分 裂 ,细胞 数目 处 于 恢复 时 期 ; (2) 从 48 
h 到 192 h 是 细胞 的 对 数 生 长 期 ,此 时 细胞 完全 适应 
了 新 的 环境 ,分 裂 旺 盛 ,同时 死亡 的 细胞 减少 ,在 
192 h 时 达到 顶峰 ;(3) 从 192 h 至 336h, 细 胞 处 于 组 
慢 减 少 期 ,由 于 此 期 间 内 细胞 数量 很 多 ,所 需 大 量 营 
养 而 培养 液 中 的 营养 却 供 应 不 足 , 加 上 大 量 的 代谢 
物 不 断 地 向 培养 液 排放 ,致使 细胞 所 处 的 环境 逐渐 
恶化 , 越 来 越 不 适应 细胞 的 生长 ,所 以 部 分 细胞 开始 
死亡 ,导致 细胞 总 数 缓慢 减少 ;(4) 从 336 h 至 504 h, 
细胞 数量 急剧 减少 ,原因 是 培养 液 中 的 营养 已 严重 
不 足 ,而 代谢 物 的 积累 已 达到 较 大 程度 ,细胞 几乎 停 
止 分 裂 , 而 死亡 的 细胞 却 急剧 增加 , 故 细胞 数量 又 然 
2.3 BmE-SWU2 细胞 系 的 染色 体 核 型 分 析 

BmE-SWU2 细胞 系 的 染色 体 具有 鳞 翅 目 昆 虫 染 
色 体 的 典型 特征 ,中 期 染色 体 呈 短 杆 状 或 颗粒 状 , 其 
着 丝 粒 是 弥散 型 着 丝 粒 。 通 过 对 200 多 群 背景 干 
净 染色体 分 散 较 好 的 早 中 期 分 裂 相 和 中 期 分 裂 相 
进行 了 染色 体 计数 和 拍照 ,并 对 早 中 期 染色 体 进行 
了 核 型 分 析 。BmE-SWU2 细胞 系 的 染色 体 数目 分 布 
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图 2 BmE-SWU2 细胞 的 生长 曲线 
Fig. 2 Growth curve of BmE-SWU2 


见 表 2。 从 表 2 可 以 看 出 ,BmE-SWU2 细胞 染色 体 数 
目 为 56(2n = 56) 的 分 裂 相 比例 高 达 89.76%, 属 二 
倍 体 细 胞 系 。 最 少 的 47 条 ,不 足 二 倍 体 , 最 多 的 为 
128 条 。 高 倍 化 细胞 (染色 体 多 于 112 条 ) 比 例 小 , 仅 
d; 1.9796; 异 倍 化 细胞 (染色 体 少 于 56 条 或 间 于 57 
至 112 条 之 间 ) 的 比例 占 8.2796 


X2 BmE-SWU2 细胞 染色 体 数目 统计 
Table 2 Statistics of chromosome numbers in BmE-SWU2 





0 48 





染色 体 数目 分 裂 相 数目 百分比 (% ) 
Chromosome number Division cell number Percentage 
< 56 17 4.37 
56 (2n = 56) 168 89.76 
57 ~ 112 14 3.90 
> 112 4 1.97 
总 数 Total 203 100 


核 型 是 指 染 色 体 组 在 有 丝 分 裂 中 期 或 减 数 分 裂 
某 一 时 期 的 表 型 ,包括 染色 体 数目 、 大 小 、 形 态 特 征 
的 总 和 。 由 于 家 蚕 染 色 体 的 特殊 性 ,依据 BmE- 
SWU2 细胞 有 丝 分 裂 早 中 期 分 裂 相 各 染色 体 的 相对 
长 度 排 出 了 核 型 图 (图 3)。 
2.4 BmE-SWU2 细胞 有 丝 分 裂 
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图 3 BmE-SWU2 的 早 中 期 核 型 图 
Fig. 3 Early metaphase karyotype of BmE-SWU2 
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BmE-SWU2 细胞 有 丝 分 裂 各 时 期 分 裂 相 的 比例 
随 培养 时 间 的 变化 见 表 3。 在 传代 后 72 h 内 分 裂 期 
细胞 比例 逐渐 增高 ,到 72 h 时 达到 最 高 点 ,为 
10.76% ,之 后 逐渐 下 降 , 到 120 h 时 比例 很 小 , 仅 


1.02%; 而 中 期 分 裂 相 占 所 有 细胞 的 比例 最 高 出 现在 
传代 后 96 h。 在 所 有 分 裂 相 中 ,前 期 分 裂 相 的 比例 随 
传代 时 间 的 增加 逐渐 减少 ,中 期 分 裂 相 的 比例 却 逐 渐 
增加 ,后 期 和 末期 分 裂 相 的 比例 先 增加 后 减少 。 


表 3 BmE-SWU2 细胞 有 丝 分 裂 各 时 期 分 裂 相 的 比例 随 培 养 时 间 的 变化 
Table 3 Ratio changes to each phase of mitosis in BmE-SWU2 with culture time 





" Р 分 裂 相 百分比 中 期 百分比 ”前 期 占 分 裂 相 百分比 ”中 期 占 分 裂 相 百分比 ”后 期 占 分 裂 相 百分比 。 末期 占 分 裂 相 
培养 时 间 (h) ”细胞 总 数 
Time in a Percent of Percent of Percent of Percent of metaphase Percent of anaphase 百分比 
lure. (h) of cells mitosis metaphase prophase in in mitosis in mitosis Percent of telophase 
cells ( 96 ) phase ( % ) mitosis cells ( % ) cells ( 96) cells (96) in mitosis cells ( 96) 
24 355.6 3.86 0.16 86.88 4.15 3.21 5.76 
48 394.4 8.85 1.58 50.96 17.85 12.54 18.65 
72 402.8 10.76 1.84 36.20 17.10 13.82 32.88 
426.5 5.58 2.40 15.03 42.96 25.43 16.58 
120 382.2 1.02 0.61 5.23 60.24 15.68 18.85 





图 4 BmE-SWU2 细胞 的 有 丝 分 裂 过 程 
Fig. 4 Mitosis course of BmE-SWU2 
A: 有 丝 分 裂 间 期 Interphase; В: 有 丝 分 裂 前 期 Prophase; C: 早 中 
期 分 裂 相 Early metaphase; D: 中 期 分 裂 相 ,染色 体 线 状 排列 在 赤 
道 板 上 Metaphase, chromosomes arrange on equator board; E: 后 期 分 
裂 相 ,两 个 姐妹 单 体 分 开 Anaphase, two sister monomers divided; Е: 
末期 分 裂 相 ,两 个 子 代 细 胞 分 开 Telophase, two cells divided. 


正常 BmE-SWU2 细胞 的 有 丝 分 裂 过 程 如 图 4。 当 细 
胞 进 人 有丝分裂 前 期 时 ,染色 质 开 始 浓缩 ,逐渐 凝集 
形成 染色 体 ,着 色 比 细胞 核 深 (图 4: В 箭头 所 示 ); 
早 中 期 分 裂 相 如 图 ACC) ,此 期 部 分 染色 体 族 集 还 未 


达到 最 大 程度 , 故 呈 现 长 杆 状 ; 中 期 分 裂 相 ,此 期 染 
色 体 整齐 地 线 状 排列 在 赤道 板 上 ,并 且 凝 集 达 到 最 
大 程度 ,成 点 状 或 短 杆 状 (图 4: D); 后 期 分 裂 相 ,此 
期 染色 体 的 两 个 姐妹 单 体 分 开 ,分 别 向 两 极 移动 (图 
4: E); 在 分 裂 末 期 时 ,细胞 质 分 开 ,染色 体 去 凝集 ， 
核 膜 生成 ,形成 细胞 核 , 这 样 就 产生 了 两 个 子 细胞 
(图 4: 下 箭头 所 示 )。 

2.5 BmE-SWU2 细胞 对 BmNPV 的 敏感 性 

BmE-SWU2 在 接种 BmNPV 病毒 后 ,与 对 照 细 胞 
相 比 , 生 长 明显 缓慢 ,细胞 绝对 数量 也 有 所 下 降 。 在 
接种 病毒 前 的 细胞 浓度 为 2.5 x 10 个 /mL ,在 接种 
96 h 后 达到 最 大 浓度 ,为 4.625 x 10° 个 /mL, 远 低 于 
正常 细胞 的 水 平 6.18 x 10' 个 /mL。 细 胞 接种 病毒 48 
h 后 可 以 见 到 少量 细胞 内 产生 了 多 角 体 ,一 般 1~3 
PIB(s)/ 细 胞 。 到 72 h 后 ,有 较 多 细胞 已 经 感染 ,并 
可 见 游离 于 培养 基 内 的 多 角 体 ,说 明细 胞 已 开始 破 
裂 。 此 时 对 其 进行 感染 率 及 产量 的 统计 ,计算 3 MR, 
取 平 均 数 ,绘制 折线 图 (图 S). E 5 表明 ,接种 病毒 
96 h 后 就 有 56.17% 的 细胞 产生 了 多 角 体 ,此 时 已 有 
较 多 细胞 破裂 ,在 120 h 时 ,感染 率 快速 上 升 到 
86.95%。 在 192 h 时 绝 大 多 数 细胞 (96.75%) 已 产 
生 多 角 体 ,并 且 多 数 细胞 已 经 破裂 。 在 192 h 时 对 
100 个 产生 多 角 体 的 细胞 进行 统计 ,结果 平均 每 个 
细胞 产生 16.8 个 多 角 体 。 同 样 条 件 下 ,对 照 细 胞 系 
BmE 和 BmN 在 接种 BmNPV 192 h 后 均 未 发 现 多 角 
体 。 

TCID: 是 指使 半数 组 织 培养 物 发 生 感 染 的 病毒 
剂量 。 采 用 病毒 10 倍 稀释 法 和 96 和 孔 板 培养 方法 ， 
按 Reed-Muench 算法 测定 了 BmNPV 感染 BmE-SWU2 
细胞 系 的 TCID fi 9g 1.581 x107, 
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